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論文内容の要旨
【目的】
常染色体優性遺伝を示す家族性筋萎縮性側索硬化症(FALS) の家系の一部で， CU/Zn SOD(SOD-1)遺伝子の突然
点変異が1993年に初めて報告されて以来，現在までに50以上の突然変異が知られている。ヒト変異 SOD-1遺伝子の
トランスジェニックマウスも同様に運動ニューロン病を示す結果より変異 SOD-1蛋白が何らかの細胞毒性を獲得す
るものと考えられている。我々は，患者赤血球において，高速液体クロマトグラフィー/質量分析計(HPLC-ESI/
MS) とイオン交換クロマトグラフィーを用い変異 SOD-1蛋白の特性を調べ，脆弱な変異 SOD-1 蛋白からの遊離銅
が細胞毒性の原因となるのではないかという仮説を検討した。
【方法および成績】
FALS 患者の hemolysate より抗ヒト SOD・1 ポリクローナル抗体を用いて得た免疫沈降物を， HPLC呂田/MS で
解析することで，赤血球細胞質内の正常および変異 SOD-1 蛋白を識別した。その結果，変異 SOD-1 蛋白の存在を確
認できる安定型(G37R， H46R等)と全く存在を確認できなかった不安定型(Il49T， 126L2 塩基欠失等)に分類され
た。つぎに，脆弱な変異 SOD-1 蛋白の特性を調べるために，患者赤血球中より SOD-1 蛋白の精製を試みた。まず，
大量に存在するヘモグロビンを除くために，従来のエタノール/クロロホルム法は用いず， 2.5mM トリス酢酸パッ
ファー (pH6.0) で平衡化したCM-52セルロースに20倍希釈した hemolysate を添加しヘモグロビンを吸着させた。こ
の void volume を同じバッファーで平衡化したDE-52セルロースに添加し， OmM-200mM NaC11濃度勾配を用いて溶
出させた。脆弱な変異 SOD-1 蛋白からの銅遊離が細胞毒性の原因となるのではないかという仮説を検討するために
上記の精製過程において各フラクションの SOD 活性と蛋白濃度に加え銅イオン濃度の測定， HPLC-ESI/MS による
解析もおこなった。その結果，安定型のみならず不安定型においても SOD 活性とは無関係な異常な銅イオンの溶出
を認めた。さらに，安定型においては SOD 蛋白以外の蛋白溶出が正常人と比べて増加しているフラクションをみい
だした。このフラクションを濃縮し 15% SDS-PAGE に泳動したところ約12kD のバンドが増加しており， HPLCｭ
ESI/MS においても MW11745.9の分子量をもっ蛋白の増加を認めた。このバンドを PVDF 膜にプロット後アミノ
酸シークエンスを行った結果， N末端がVKQIE を示し， S-S 結合還元作用を持つ thioredoxin と同定された。抗ヒ
ト thioredoxin モノクローナル抗体を用いたウエスタンプロットでもこの増加しているバンドが thioredoxin である
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ことが確認された。このことより赤血球細胞質内において，安定型変異 SOD-1 蛋白より遊離した銅イオンによる
meta1-catalysed protein oxidation がおこっていることが予想された。
【総括】
以上の結果より，安定型と不安定型変異 SOD-1 患者の赤血球細胞質内において変異 SOD-1 蛋白からと思われる異
常な銅の遊離が起こっていると推察されたが， この異常な遊離銅が細胞毒性を示す経路は， thioI‘edoxin が誘導され
ている安定型と誘導が認められない不安定型とでは異っている可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
筋萎縮性側索硬化症(ALS) の病因は未だ明らかにされていないが，家族性筋萎縮性側索硬化症 (familial ALS) の
一部 lこ Cu/Zn SOD(SOD-1)遺伝子変異が示されてより，酸化ストレスが脊髄前角細胞死へ関与している可能性を示
唆する知見が報告されてきた。本研究はfamilial ALS患者赤血球中において変異SOD-1 蛋白よりと思われる遊離銅
の存在及び安定型の変異 SOD-1 蛋白が存在する細胞質内においてmetal-catalysed protein oxida tion が起こってい
る可能性を示しており，今後， thioredoxin を治療マーカーあるいは治療薬として応用し得る可能性も示唆された。
以上により学位の授与に値すると考えられる。
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